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8Resumo
 Este ???????? pretende rever o uso da
 epigenética, particularmente da ????????? do
 DNA, na ???????? de idade em contexto forense.
 Este mecanismo é caracterizado pela ?????? de um
 grupo metil na citosina, impedindo a expressão
 dos genes e criando padrões de ?????????. Com o
 envelhecimento, ??????????-se ?????????? nestes
 padrões, que tem sido investigadas em diferentes
 amostras com o intuito de se ???????? um modelo de
estimativa de idade preciso.
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Abstract
 This work aims to review the use of epigenetics,
 particularly DNA methylation, in the prediction of
 age in forensics. This mechanism is characterized ??
 the addition of a methyl group to cytosine, ??????????
 gene expression and creating methylation patterns.
 With aging, these methylation patterns change,
 which have ???? investigated in ?? ????? samples
in order to achieve a precise age estimation model.
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 O exame post-mortem, para além de ?????????? para
 a ???????????? das causas e do contexto de morte,
 avalia o género, as características corporais, a idade
 e as patologias que poderão estar associadas, ou
 não, ao processo de morte (1). Em contexto forense, a
 estimativa de idade é um dos elementos que auxília
 na ???????????? dos restos cadavéricos que podem
 ser encontrados em ????????????, ????????????,
 dilacerados ou na forma de ossadas(2). Por exemplo,
 num desastre de massa a idade é um fator crucial
 para a correspondência da lista de desaparecidos
 com os restos mortais não ????????????. No entanto,
 não é só utilizada em cadáveres, podendo ser
 requerida em ???????? sempre que não haja provas
da idade de um indivíduo (2,3).
 
 A partir da idade estimada tenta-se chegar à data
 de nascimento aproximada para, posteriormente,
 serem consultados os registos e assim? ??? ???????
 ??????????? que possam levar à ???????????? dos
 indivíduos (4). Contudo, é necessário ter em conta
 que o grau de desenvolvimento de um sujeito é
 ??????????? por diversos fatores, como a genética, as
 patologias e os ?????????? ???????????, que tornam
 a idade uma estimativa e não uma ????????????
exata.
 
 Existem duas idades mensuráveis, a idade cronológica
 e a idade ?????????. A primeira corresponde à idade
 do indivíduo, medida em meses ou anos, desde o
 nascimento até à sua morte. Enquanto que a idade
 ????????? ou óssea se refere à idade do indivíduo
 ??????? no desenvolvimento e saúde dos ossos (5).
 Parte-se do pressuposto que a idade ????????? está
 sensivelmente de acordo com a idade cronológica(4),
 no entanto a primeira pode ser ???????????
 pelas ????????? de desenvolvimento, entre elas, a
 menarca, a altura, o peso e os ?????????? ???????????
e nutricionais (6).
 A idade ?????????  pode ser determinada através
 dos ossos ou dentes, sendo os dentes a amostra de
 ???????, pois conseguem-se manter, quase intactos,
 durante mais anos, suportando processos de
???????????? e agressões externas (7).
 
 Existem ?????????? na escolha da metodologia de
 estimativa de idade, consoante se trate de uma
 ??????? ou de um adulto, e quando se trata de um
 cadáver ou de um indivíduo vivo. Em ????????,
 pode ser estimada através de exames dentários e
 radiológicos. O desenvolvimento dos dentes, desde
 os decíduos até aos terceiros molares, e dos ossos da
 mão e pulso, são os dos parâmetros mais utilizados.
 Nos adultos, para além da ????????, são utilizadas
 radiologias, exames ?????? ???? e histológicos para
 a estimativa da idade (2,3). Consoante as circunstâncias
 deve ser escolhido, de entre os vários métodos à
 ??????????, aquele que melhor se enquadra a cada
caso.
 Nas últimas décadas surgiu a necessidade de se
 encontrarem metodologias mais precisas para a
 estimativa da idade. Para tal os investigadores têm
 procurado determinar este parâmetro a partir do
 DNA, que apresenta como vantagem a ?????????????
 de ???????? a partir de uma mancha, ?????, ou
 tecido corporal. Para além disto, o DNA permite
 ????? ??????????? que poderão ser essenciais para
a ???????????? do sujeito (8).
 
 ????-se que o processo de envelhecimento normal
 provoca um conjunto de ?????????? nos tecidos
 e órgãos que se acumulam ao longo da vida e que
 podem ser ?????????? a nível molecular (9). Deste
 modo, foram descritos mecanismos relacionados
 com o envelhecimento capazes de serem utilizados
 para estimar a idade, são eles o encurtamento dos
 telómeros a cada divisão celular; a quantidade de
 ???????? no DNA mitocondrial devido à ??????????
 de danos no DNA; os rearranjos de DNA nas células
 T; a ??????????? do ácido aspártico e os produtos
 ????? da ????????????. Estes dois últimos pontos
 estão relacionados com as proteínas, enquanto
 os restantes com o DNA (9,10). A principal vantagem
 destas metodologias moleculares para a estimativa
 de idade é poderem ser aplicadas a qualquer tipo de
 amostra, desde que contenham DNA(11). No entanto,
 alguns destes mecanismos não apresentaram ????
 resultados, pois ????????? uma ????? precisão para
a idade (9,10).
 
 Através da necessidade de encontrar uma ???
 metodologia que permitisse estimar a idade com
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 uma ??? precisão, surgiu a ????????? do DNA
 como ???????????. Com o ??????? dos estudos foi
 possível ???????? que existem diferentes padrões
 de ????????? em regiões genómicas relacionadas
 com o envelhecimento que provocam ???????????
 a nível molecular, permitindo assim ?????? um ?????
 de ????????? que é ????????? de cada pessoa e que
vai sofrendo ?????????? com o envelhecimento (12).
 Assim sendo, este estudo pretende fazer uma revisão
 do uso da epigenética, principalmente da ?????????
 do DNA, na ???????? da idade em ciências forenses,
 fazendo um levantamento dos genes e dos modelos
de ???????? desenvolvidos até ao momento.
Epigenética
 
 A Epigenética é atualmente ??????? como o estudo
 das ?????????? mitóticas e meióticas hereditárias da
 ?????? do gene ou fenótipo celular causadas por
 outros mecanismos para além das ?????????? na
sequência de DNA (13).
 Existem vários mecanismos epigenéticos que
 envolvem ??????????? funcionais, nomeadamente
 a ????????? do DNA, as ??????????? das histonas,
 os RNAs não ???????????, os loopings da cromatina e
 a ??????????? do nucleossoma. Estes processos não
 interferem na sequência de DNA, mas desempenham
 um papel importante na expressão e ???????? dos
 genes. Estes mecanismos são essenciais para o
 controlo de ??????? celulares relevantes como a
 ?????????? génica, a ?????????? cromossómica X, o
imprinting, a ????????????? e a carcinogénese (14,15).
 Durante a divisão celular e a ??????????? do DNA as
 características epigenéticas são preservadas, no
 entanto, podem sofrer ?????????? ao longo da vida
 de um indivíduo, isto devido a fatores ??????????
 como a ??? ???????, agentes infeciosos e ?????????
(16).
 Recentemente a epigenética tornou-se num dos
 campos das ciências forenses, sendo utilizada para
 a estimativa da idade, ???????????? do tipo de
 tecido, ????????????? entre gémeos monozigóticos,
 ???????????? da causa e das circunstâncias de morte
 e ???????????? das amostras de DNA, tudo a partir
da análise dos padrões de ????????? do DNA (14,16).
Metilação do DNA
 
 A ????????? do DNA é um processo essencial que
 ocorre no genoma e que permite o desenvolvimento
 normal da célula, mas ?????? a ?????????? dos
 tipos celulares. Consiste na ?????? de um grupo
 metil na ??????? 5’ de uma citosina, passando a
 denominar-se de 5-metilcitosina, numa região rica
 em dinucleótidos CpG (14).
 A ????????? é mediada por enzimas, as DNA
 metiltransferases (DNMTs), que utilizando a
 S-adenosil-L-metionina (SAM) alteram a ???????
 covalente dos dinucleótidos CpG permitindo a
 ?????? do grupo metil. Foram descritas três enzimas
 DNMTs, a DNMT1, a DNMT3a e a ??????. A
 DNMT1 está envolvida na ?????????? dos níveis de
 ????????? do DNA que devem existir nas células, mas
 ?????? controla a correta ??????????? das zonas
 CpG metiladas do DNA. A DNMT3a e a ?????? são
 responsáveis pela ????????????? em diferentes tipos
 celulares no ???????, através da ????????? de novo
 (17,18).  Por outro lado, pode ocorrer a ????????????
 do DNA através da enzima de ???????????? 10-11
 (TET), este mecanismo permite a ????????? dos
 padrões de ?????????. Esta enzima adiciona um
 grupo hidroxilo à 5-metilcitosina transformando-a
 em 5-hidroximetilcitosina, que por sua vez é
 convertida em citosina. A ????????? e ????????????
 são mecanismos que permitem o desenvolvimento
 normal das células e por esse motivo estão sempre
em ?????????? (19).
 A ????????? do DNA é iniciada a partir da ??????????,
 isto porque ????? os gâmetas (paternos e maternos)
 possuem os padrões de ????????? dos progenitores.
 Quando é formado o zigoto, o genoma e epigenoma
 paterno e materno ???? contidos numa só célula.
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 A seguir o epigenoma paterno inicia a ????????????
 ativa do DNA, mantendo-se desmetilado durante
 várias fases da divisão celular. O epigenoma
 materno sofre uma ???????????? passiva do DNA,
 que ocorre gradualmente até que os níveis de DNA
 metilado sejam muito ??????, todo este processo é
 catalisado  pela enzima TET (19,20). Pensa-se que uma
 das principais ??????? deste mecanismo seja tentar
 eliminar a ???????? genética (imprints) parental para
que ocorra a ?????????? do genoma do ???? (20).
 Quando o ??????? chega à fase de ??????????? são
 ????????????? novos padrões de ????????? através
 das enzimas DNMT3a e ??????, chamada ?????????
 de novo, com ?????????? genética do ???????. Nas
 fases seguintes, durante a ????????????? cada célula
 adquire um padrão de ????????? único que é mantido
 durante cada divisão celular e que é mediado pela
enzima DNMT1 (20).
 
 que são transmitidos às restantes células durante a
????????????? daquele tecido (20,21).
 A ????????? está ?????? envolvida na resistência
 da heterocromatina à nuclease e à ?????????? da
 expressão génica. Numa célula adulta normal, na
 sequência de DNA existem regiões CpG metiladas e
 ilhas CpG, e durante a ???????????, as regiões metiladas
 vão impedir a expressão do gene, tornando-o inativo
 (22). As ilhas CpG são um conjunto de dinucleótidos
 CpG que estão presentes na zona promotora dos
 genes. Esta zona contém elementos regulatórios
 que controlam a ??????????? permitindo a ??????? do
 fator de ??????????? e consequentemente levando à
 ???????? dos genes (12,17). A maioria das regiões CpG
 (60-90%) do genoma possuem um grande potencial
 de ????????? podendo ser encontrados em genes,
 transposões e regiões intergénicas.  Nestes locais
 as citosinas estão metiladas, impedindo a ??????? do
 fator de ??????????? à sequência do DNA que tem
 como ????????? o silenciamento dos genes (14,17).
 A ????????? do DNA está relacionada com a
 ????????????? celular durante o desenvolvimento
 ???????????, visto que todas as células possuem a
 mesma sequência de DNA, a razão da ????????? entre
 elas são os genes que expressam. A ?????????????
 celular dá-se a partir de uma célula pluripotente
 que tem a capacidade de se diferenciar em qualquer
 tipo celular, no entanto, para que esse processo
 se concretize, é necessário que os genes que não
 correspondam àquele tipo celular sejam silenciados.
 Isto é possível através da ????????? de CpG que
 faz com que certos genes de outros tipos celulares
 sejam silenciados, enquanto os do tipo celular para
 o qual a célula se está a diferenciar sejam expressos.
 Assim a célula possui padrões de ????????? únicos
 As ilhas CpG são predominantemente hipometiladas,
 permitindo a ??????????? ativa dos genes, enquanto
 os dinucleótidos ou locais CpG possuem um
 grande potencial para ocorrer ?????????. Estas
 características são ????????????? no início da divisão
 ??????????? e mantidas ao longo da vida nas células
(17).
 
 Com a idade os padrões de ????????? vão sofrendo
 ??????????, isto é, as zonas hipermetiladas vão
 ?????? gradualmente hipometiladas e as ilhas CpG,
 que são hipometiladas tornam-se hipermetiladas.
 Estas ???????? não se encontram em locais
 ??????????, ou seja, a sua ??????????? difere e por
 este motivo as ??????? ??????????? a estes genes
serão ?????? diferentes (23,24).
 A ????????????? ocorre em sequências de DNA
 repetitivo, em regiões intrónicas e intergénicas(25).
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 No entanto, em zonas de ?????????? ou de
 ?????????, como é o caso dos promotores e exões,
 20% são regiões diferenciais de ????????? (DMRs) e
 foi ????????? que mais de 80% destas tinham sido
 hipometiladas com o envelhecimento (23,26). Estas
 ??????????? indicam que a ????????????? pode levar
 a ???????? na cromatina com grande relevância
 para a ????????? transcricional. Este mecanismo foi
 dependente do teor em CpG, sendo mais comum
 nos promotores de genes ?????????? de tecidos
 do que nos promotores das ilhas CpG ou em genes
housekeeping (23).
 
 Com a idade e devido à ????????????? do
 DNA, ????????-se que ocorre a ???????? dos
 retrotransposões que em indivíduos jovens são
 epigeneticamente silenciados pela ?????????(17,25).
 Estes são constituídos por milhares de pares de
 ????, são rodeados por ?????????? terminais diretas
 e transportam genes para as enzimas transcriptase
reversa e integrasse (22).
 
 Por outro lado, o envelhecimento marca ?????? o
 ganho progressivo de ????????? do DNA que leva
 à perda de expressão de certos genes. A maioria
 dos locais hipermetilados, relacionados com idade,
 correspondem aos promotores das ilhas CpG,
 que levam à supressão da ??????????? quando
 metilados. Este aspeto é de particular interesse pois
 confere às ???????? de ?????????, que ocorrem
 com o envelhecimento, as características de uma
????????????? epigenética (23).
 Certos estudos sugerem que o envelhecimento
 pode predispor a um fenótipo patológico devido
 ao silenciamento genético relacionado com a
 ?????????. Em ??????? relacionadas com a idade
 foi ????????? que a ?????????????? afeta todos os
 locais CpG das ilhas CpG, enquanto, em jovens os
 padrões de ????????? são parciais e heterogéneos.
 Deste modo, ???????? parciais da ?????????
 acumuladas no genoma à medida que se envelhece
 podem predispor ao desenvolvimento de ???????
 relacionadas com a idade, as quais são agravadas por
mecanismos de ???????????? da ????????? (27).
 Os loci que ?????? ?????????????? estão próximos
 de genes ?????????? do tecido, genes envolvidos
 na ????????????? e desenvolvimento, genes que
 ???????? fatores de ??????????? e locais de ???????
 dos fatores de ??????????? (23,28). Estes genes
 localizam-se em regiões ativas do genoma, portanto
 ???????? na ????????? destes pode levar ao
 recrutamento das enzimas de ????????? do DNA
 em grande quantidade. Este aumento enzimático
 faz com que grande parte dos locais de ??????? dos
 fatores de ??????????? sejam metilados e por isso,
 os fatores de ??????????? não se conseguem ligar ao
DNA e os genes são inativados (29–32).
 A análise dos padrões de ????????? apresenta-se
 como uma promissora metodologia para estimar
 a idade cronológica de um indivíduo. O estudo das
 regiões ?????????? do genoma que apresentam
 uma ??????? direta com as ???????? de ?????????
 relacionadas com a idade, pode ser usada como um
sistema informativo para estimar a idade (17).
 
 Estimativa da idade através da metilação do
DNA
 Os estudos para a estimativa de idade através da
 ????????? do DNA têm vindo a crescer nos últimos
 anos (17). Têm sido desenvolvidos modelos de
 ???????? de idade utilizando marcadores para genes
 que se localizam em regiões CpG relacionadas com
 a idade em amostras de sangue, dentes, saliva e
 sémen (33,34).  O ???????? da comunidade forense é
 chegar a um modelo universal para estimativa de
 idade, através da região CpG mais relacionada com
 o envelhecimento, mas ?????? tendo em conta o
 tecido ou ????? encontrado, ??? como a melhor
tecnologia para se chegar ao resultado ???? (17).
 
 A seguir são referenciados os mais recentes ensaios
 realizados para, a partir da ????????? do DNA,
 estimar a idade em diferentes tecidos e utilizando
vários genes e locais CpG.
 Vidaki et al. (33) estudaram o uso de redes neurais
 ?????????? (ANN) para tentar minimizar o erro de
 ???????? e aumentar a precisão dos modelos de
 estimativa de idade.  As ANNs são um grupo de
 algoritmos inspirado em sistemas ?????????? que
 foram utilizados com sucesso para encontrar
 tendências em conjuntos de dados complexos.
 Existem vários tipos de ANNs e o modelo mais
 adequado depende da ????????? pretendida, neste
 caso foram utilizadas redes neurais de regressão
 generalizada (GRNN). Este modelo estatístico foi
 usado para prever a idade de 1156 amostras de
 sangue periférico e de 265 amostras de saliva,
 através da análise de 16 CpG (correspondente aos
 genes: CSNK1D, C21orf63, CASC4, SSRP1, FXN,
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 P2RXL1, RASSF5, ERG, TRIP10, FZD9, KLF14, NR2F2,
 VGF, NHLRC1, SCGN e C19orf30). ??????-se como
 desvio ???????? médio (MAD) 3.8 anos e 3.18 anos,
 respetivamente. Foi estudado ?????? a ??????????
 da ???????????? de nova ??????? (NGS) não só
 para ?????????? a ????????? do DNA, mas ??????
 para permitir uma ????????? mais sensível e com
 um custo menor. Para esse efeito foram utilizadas
 46 amostras de sangue, de indivíduos com idades
 entre os 11 e 76 anos, onde se estudaram 16 regiões
 CpG. Foi ?????? um MAD de 7.45 anos.  ????? os
 ensaios apresentaram ??? precisão tendo em conta
 os marcadores, os tecidos utilizados e ?????? a
metodologia.
 Bekaert et al.(34) pretenderam determinar a idade em
 amostras de sangue e dentes utilizando regiões CpG
 de genes relacionados com a idade (ASPA, ITGA2B,
 PDE4C, EDARADD e ELOVL2). Quanto às amostras
 de sangue, 169 pertenciam a cadáveres e 37 a
 indivíduos vivos; primeiramente foram determinados
 os valores de ?????????, para cada um dos genes,
 onde apenas um, o ITGA2B foi eliminado, por não
 se ???????? ?????????? com a idade. Os restantes
 genes foram estudados e através de um modelo de
 regressão quadrático e? ?????????? ???? ??????????
 ???????????? com a estimativa de idade, com um MAD
de 3.75 anos.  Nas amostras de dentes utilizaram-
 se os mesmos CpG das amostras de sangue, ASPA,
 PDE4C, EDARADD e ELOVL2 e através do modelo
 de regressão quadrática estimou-se a idade com um
 MAD de 4.86 anos. Tendo em conta os resultados
 ??????? neste ensaio e as propriedades altamente
 resistentes dos dentes, mais estudos deveriam ser
 realizados para que se encontrarem os genes mais
adequados às amostras dentárias.
 
 Florath et al. (35) efetuaram um estudo que foi dividido
 em três fases. Na primeira fase foram calculados
 os ??????????? de ?????????? entre os níveis de
 ????????? e a idade em 480675 locais CpG de 400
 indivíduos; tendo em conta os resultados, os CpG
 que ????????? elevado valor de ?????????? foram
 selecionadas para nova ????????? do ?????????? de
 ?????????? (200 CpG). Na segunda fase testaram a
 ?????????? da ????????? e a idade com modelos de
 regressão linear tendo em conta o sexo, ??????? e
 estilo de vida nos 200 CpGs anteriores.  A terceira
 e última fase envolveu um follow up de 8 anos em
 67 indivíduos, sem ???????, com o ???????? de
 comprovar as ?????????? na ????????? à medida que
 se envelhece, nos 155 CpG relacionados com a idade.
 Considerando os resultados ???????, os autores
 criaram um modelo de ???????? de idade ???????
 em 10 CpG e no gene mais associado à idade, o
ELOVL2, tendo sido ?????? um MAD de 2.6 anos.
 Tendo em conta as amostras encontradas em locais de
 crime, Huang et al. (36) desenvolveram um ensaio para
 ???????? de idade utilizando a  ????????? do DNA em
 manchas de sangue e amostras sanguíneas. Foram
 utilizadas 89 amostras sanguíneas provenientes de
 indivíduos com idades entre 9 e 75 anos, de ?????
 os sexos. Destas foram utilizadas 20 para se criarem
 manchas de sangue e mais 6 amostras (idades entre
 12 e 65 anos) que foram analisadas inicialmente e
 após 4 meses, como forma de avaliar a ????????????
 da estimativa do ensaio. Foram escolhidos a partir
 de estudos realizados anteriormente em 6 genes
 (ASPA, ITGA2B, NPTX2, TOM1L1, ZDHHC22 e
 ZIC4) e foi ?????? o valor de ????????? utilizando
 a ???????????????? do DNA. A ???????? da idade
 foi realizada utilizando um modelo de regressão
 linear, onde se ???????? um MAD de 7.87 anos para
 ????? os sexos. Quanto às manchas de sangue, não
 foram encontradas ?????????? estatísticas na idade
 estimada utilizando amostras sanguíneas e manchas
 de sangue; as 6 amostras que ?????? armazenadas
 4 meses apresentaram valores de MAD inferiores a
 7.87, indicando que é possível ????? uma previsão
 estável da idade, em amostras nestas ?????????. Os
 genes ASPA, ITGA2B e NPTX2 foram ????????????
como marcadores relacionados com a idade.
 
 ?????-Piekarska et al. (37) utilizaram 41 regiões CpG de
 8 genes relacionados com a idade, segundo estudos
 anteriores. Num total de 300 amostras com idades
 entre os 18 e 75 anos, foram ??????? os valores de
 ????????? através da ????????????????, para os
 genes em estudo, ELOVL2, KLF14, C1orf132, F5,
 SLC6A4, FHL2, CCDC102B e TRIM59; a ??????????
 entre a idade e o nível de ????????? foi ??????
 através de uma regressão linear. O gene ELOVL2
 teve a ?????????? mais alta (0.912), seguido do
 C1orf132 (0.889) e o terceiro gene com melhor
 estimativa de idade foi o TRIM59 (0.863); usando os
 genes anteriores e ainda o KLF14 e o FHL2 foi criado
 um método com precisão maior utilizando os cinco
 genes mais associados à idade, que ?????? um MAD
 de 3.4 anos; posteriormente houve uma análise por
 categorias etárias que provou o aumento do MAD
 com a idade, tornando este modelo de 5 genes
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 (ELOVL2, C1orf132, TRIM59, KFL14 e FHL2) preciso
em ??????? à estimativa de idade.
 Freire-Aradas et al. (38) criaram um novo modelo
 de estimativa de idade utilizando uma análise de
 regressão quantílica a partir de amostras sanguíneas,
 com ???? em seis marcadores relacionados com a
 idade e os locais CpG correspondentes a estes; para
 esse efeito foram usadas 725 amostras de indivíduos
 com idades entre 18-104 anos. A partir de estudos
 anteriormente ??????????, os autores selecionaram
 18 CpGs localizados em 12 genes diferentes
 (EDARADD, NPTX2, Tom1L1, ELN, NHLRC1,
 CCDC105, GPR25, RAB36, ASPA, ITGA2AB, PDE4C
 e ELOVL2), posteriormente a ??????? dos CpG com
 melhor ?????????? de idade foram escolhidos através
 dos níveis de ????????? do DNA. Com ???? nestes
 resultados, os genes ASPA, PDE4C, ELOVL2, FHL2,
 CCDC102B e C1orf132 foram ???????????? como
 aqueles mais correlacionados com a idade, sendo
 selecionados para o estudo. Os valores de ?????????
 ??????? anteriormente foram depois utilizados
 para construir o modelo de ???????? de idade, que
 forneceu ??????????? positivas da idade com um
MAD de 3.07 anos.
 Um método para estimar a idade utilizando amostras
 de sangue através da ????????? do DNA foi descrito
 por Weidner et al. (39) O modelo é ??????? na análise
 por ???????????????? dos níveis de ????????? em 3
 genes (ASPA, ITGA2B e PDE4C), que posteriormente
 foram correlacionados com a idade através de uma
 regressão linear. Foram utilizadas 82 amostras
 sanguíneas provenientes de indivíduos com idades
 entre os 0 e 78 anos. ????????-se forte ??????????
 com a idade nos três genes, ASPA, ITGA2B e PDE4C,
 com um MAD de 5.4 anos, mostrando uma ???
???????? e como podem ser usados como marcador.
 
Ainda utilizando amostras sanguíneas ?????-
 Piekarska et al. (40) avaliaram a utilidade da ?????????
 do DNA nos CpG do gene ELOVL2, através da
 ????????????????. O modelo foi desenvolvido com
 ???? em 303 amostras a partir de uma regressão
 linear e a sua precisão foi testada usando 124
 amostras divididas em conjuntos etários com idades
 entre 2-75 anos. Foram selecionados 7 CpG com forte
 ?????????? à idade, no gene ELOVL2 e, utilizando os
 níveis de ?????????, o modelo foi utilizado, prevendo
 a idade com um MAD de 5.03 anos em 303 amostras
 sanguíneas. De seguida a ????????? do modelo foi
 realizada com 124 amostras divididas por quatro
 faixas etárias e o MAD foi ligeiramente superior
 (5.75 anos) validando o método. Estes resultados
 ???????? que a ????????? ????????? no gene
 ELOVL2 (nos 7 CpG) está relacionada com a idade, o
que o tornam um ??? preditor de idade no sangue.
 Os ?????????? ?????? são amostras muito usadas na
 medicina legal, visto tratar-se de um procedimento
 não invasivo e de colheita relativamente fácil. É
 através da saliva que a análise é realizada, deste
 modo, Eipel et al. (41) desenvolveram um método
 para estimativa de idade em 3 genes (ITGA2B, ASPA
 e PDE4C). Foram colhidas 55 amostras de ??????????
 ?????? de indivíduos com idades entre 1 e 85 anos,
 os níveis de ????????? do DNA foram analisados
 por ???????????????? e usada uma regressão linear
 para se ????? a ?????????? entre idade cronológica
 e a estimada. O MAD foi de 4.3 anos, no modelo
 que utilizou os 3 genes. De seguida, estes genes
 foram estudados individualmente para se ????????
 a ??????? com este tipo de amostras e ????????-se
 que em amostra de saliva e de ?????????? ?????? não
 se ??????? ?????????? com a idade e que não devem
 ser utilizados como ??????????? individualmente
 (ITGA2B E ASPA). Por outro lado, o gene PDE4C
 mostrou valores elevados de ?????????? com a idade
 e por isso foi estudado mais aprofundadamente,
 ???????-se um MAD de 5.2 anos.  Este último ensaio,
 permite o uso individual deste marcador, no entanto,
 os resultados foram melhores quando se utilizaram
os três genes.
 
 Bocklandt et al. (42) investigaram os genes EDARADD,
 TOM1L1 e NPTX2 em 60 amostras de saliva de
 indivíduos com idades entre 18 e 70 anos, e a partir
 de uma regressão linear foi construído um modelo
 de estimativa de idade que foi capaz de prever a
 idade com um MAD de 5.2 anos a partir dos níveis
 de ????????? do DNA ??????? por ????????????????.
 Este estudo mostra a utilidade e precisão destes
genes para prever a idade em amostras de saliva.
 Os ?????????? ?????? foram analisados ?????? por
 Fleckhaus et al. (43) em 150 amostras provenientes
 de três grupos populacionais diferentes (50 por
 cada grupo), do Médio-Oriente, da Europa Central e
 do Oeste de Africa, usando 2 modelos de ????????
 de idade diferentes. Cinco locais CpG pertencentes
 a 4 genes, ASPA, ITGA2B, PDE4C e ELOVL2 (este
 último estudado em diferentes regiões CpG),
ANO I.VOL I.N 1.JUNHO.2019.P7-19
15
 correlacionados com a idade foram analisados.
 Destes, os genes ASPA e ITGA2B mostraram valores
 de ?????????? de 0.5, enquanto que os genes PDE4C
 e ELOVL2 ????????? ?????????? alta entre 0.8 e 0.9.
 Este resultado evidencia a ????? de ?????????? entre
 a ????????? e a estimativa de idade, ??? como os
 locais CpG que poderão ser utilizados neste tipo de
amostra.
 Giulinani et al. (44) testaram três genes (ELOVL2, FHL2
 e PENK), em dentes, com o ???????? de explorar
 os seus padrões de DNA e ???????? se podem ser
 adequados à estimativa da idade. Foram utilizados
 22 dentes de indivíduos com idades entre 17 e 77
 anos. Em cada um dos dentes, foi analisado o DNA
 extraído da polpa, do cemento e da dentina para
 avaliar a ?????????? dos ????? de ????????? dos DNA
 com a idade e em ??????? à ?????????? histológica
 do dente. Através da ?????????? da espetrofotometria
 de massa MALDI-TOF as regiões CpG pretendidas
 foram detetadas e pirosequenciadas para se ?????
 os níveis de ????????? de cada um dos genes.
 Posteriormente, a estimativa de idade para cada
 uma das camadas dentárias foi determinada com o
 uso de um modelo regressão linear. Foram testados
 os genes ELOVL2, FHL2 e PENK em diferentes locais
 CpG, e criado um modelo de ???????? de idade para
 cada um dos constituintes dos dentes. No estudo da
 polpa dentária utilizaram-se 13 locais de CpG (cinco
 no ELOVL2, cinco no FHL2, e três no gene PENK) e
 ??????-se um MAD de 2.25 anos. Para construir o
 modelo da dentina foram utilizados 5 locais CpG
 (três no ELOVL2, um no FHL2, e um no gene PENK)
 que deu um MAD de 7.07 anos. O modelo para o
 cemento foi conseguido através da ????????? de
 13 locais CpG (oito no ELOVL2, quatro no FHL2,
 e um no gene PENK), e ???????? um MAD de 2.45
 anos. Por último, um modelo foi calculado pelo
 agrupamento das duas camadas que melhores
 resultados ????????? na ???????? da idade, a polpa
 dentária e o cemento, analisando 8 locais CpG (três
 no cemento e cinco na polpa) de dois genes, ELOVL2
 e FHL2, com um MAD de 1.20 anos. Este estudo (44)
 demonstrou que a polpa e o cemento podem ser
 utilizados para prever a idade com maior precisão,
 ao contrário da dentina que não apresentou forte
 ?????????? e precisão com a idade. Por outro lado, o
 modelo criado com a ?????? da polpa e do cemento
 ?????? uma maior precisão e ???????? e por isso
 poderá ser o modelo de ??????? quando se trata de
amostras dentárias.
 Lee et al. (8) reportaram um modelo de regressão
 linear ??????? em sémen usando níveis de ?????????
 de DNA de 3 regiões CpG em dois genes, TTC7B e
 NOX4. As 12 amostras foram divididas em 4 grupos
 consoante a idade (20, 30, 40 e 50), destes o grupo dos
 20 ?????? um MAD de 2.9 anos, enquanto que o
 grupo dos 50 adquiriu um MAD de 7.2 anos; tendo
 em conta este resultado ????????-se que a precisão
 da estimativa da idade desce com o aumento da
 idade, neste tipo de amostras. Por outro lado,
 mostrou-se forte ?????????? entre a idade prevista
 e a cronológica com um MAD de 4.8 anos no total
 de amostras, quando foram utilizadas em conjunto,
 ou seja, sem divisão etária, sugerindo que o método
 e os genes utilizados podem ser usados para uma
 ???????? de idade mais precisa em amostras de
sémen.
 
 Com o ???????? de criar um modelo que poderia
 ser utilizado em amostras de sémen, os mesmos
 investigadores (45) ????????? por analisar 24 locais
 CpG em 31 amostras provenientes de indivíduos
 com idades entre os 20 e 67 anos, utilizando dois
 modelos de regressão linear; os níveis de ?????????
 do DNA foram conseguidos através da técnica
 HumanMethylation450k BeadChip.  A ??????? das
 melhores variáveis para a ?????????? do método foi
 conseguida através de uma regressão stepwise, que
 produziu um modelo linear composto por 3 CpG de
 2 genes (TTC7B e NOX4) com um MAD de 4.2 anos.
 Para ???????? voltaram a testar o modelo, mas com
 68 amostras de sémen (31 usadas anteriormente
 e mais 37 utilizadas na ?????????) que ?????????
 um MAD de 4.7 anos, mostrando grande? ????????
 na estimativa de idade a partir dos genes TTC7B e
NOX4.
 
 A ?????? 1 resume os estudos descritos anteriormente
 e que são considerados os mais relevantes no que diz
 respeito ao estudo da estimativa de idade, através
 de modelos ???????? nos níveis de ????????? do
 DNA encontrados em locais CpG associados ao
 envelhecimento, localizados em um ou mais genes.
 Através da análise dos valores da ?????????? e do
 desvio médio ???????? é possível ???????? se os
 modelos testados conseguiram ???? resultados e
uma ??? precisão.
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Discussão e Conclusão
 A ???????????? de cadáveres, suspeitos ou vítimas é
 uma das prioridades das autoridades. Quando não
 são conhecidas outras ??????????? que possam
 auxiliar a ????????? de crimes ou a? ???????????????
 suspeitos, a estimativa de idade é um dos parâmetros
 cruciais, pois consegue fornecer pistas importantes e
assim orientar a ????????????.
 
 A estimativa de idade é um dos critérios utilizados nos
 desastres de massa e em estudos antropológicos, em
 contexto forense e legal.  A sua ???????????? tem-se
 focado em metodologias mais antigas como exames
 dentários, radiológicos, ?????? ???? e histológicos.
 No entanto, estas técnicas têm apresentado ?????
 precisão e por esse motivo surgiu a necessidade de
 se encontrarem novas metodologias mais precisas,
neste caso, a partir do material genético.
 A ????????? do DNA mostrou ser um ??? marcador
 para a estimativa da idade.  Como descrito
 anteriormente existem diferentes regiões genómicas
 relacionadas com a idade. Estas ajudam a ?????? um
 ????? de ????????? que é ????????? de cada pessoa e
 que vai sofrendo ?????????? com a idade e é a partir
 da análise destes níveis de ????????? do DNA que é
possível estimar idade.
 
 Nos últimos anos, os estudos para a estimativa de
 idade através da ????????? do DNA têm vindo a
 aumentar, pois existe, por parte da comunidade
 forense, o ???????? de ????? um modelo universal de
 ???????? de idade com elevada precisão. Com esse
 intuito, foram realizados vários ensaios com ???? em
diferentes genes, tecidos e tecnologias.
 
 A partir dos estudos aqui apresentados, quando se
 trata de uma amostra sanguínea, o melhor resultado
 foi ?????? por Florath et al. (35) com um MAD de 2.6
 anos, este resultado está relacionado com o facto de
 que, um dos genes usado pelos autores, ter sido o
 ELOVL2, que tem sido relacionado com a idade. Por
 outro lado, quando foi estudado individualmente
 por ?????-Piekarska et al. (40), o MAD de estimativa
 de idade foi de 5.03 anos, podendo indicar que,
 quando utilizado isoladamente, este gene não terá
 tanta capacidade de ???????? quanto o esperado,
 podendo funcionar melhor em conjunto com outros
 genes ?????? associados à idade. Um possível
 conjunto de genes foi estudado por Freire-Aradas
 et al. (38) que, para além do gene ELOVL2, utilizaram
 ?????? os genes ASPA, PDE4C, FHL2, CCDC102B
 e C1orf132. Este apresentou ???? resultados com
 um MAD de 3.07, mostrando melhorias na ????????
 quando utilizado o gene ELOVL2 em conjunto com
 outros genes. Um conjunto diferente de genes foi
 usado por ?????-Piekarska (37) que criou um modelo
 com ELOVL2, C1orf132, TRIM59, KFL14 e FHL2, este
 ?????? um MAD ligeiramente superior ao ensaio
 referido anteriormente (3.4 anos), no entanto,
 comparativamente aos restantes estudos foi um dos
 que registou melhor resultado. Mais ensaios clínicos
 com o intuito de encontrar o melhor conjunto de
 genes, a partir dos que foram aqui apresentados,
 será um ??? ponto de partida para se conseguir
 chegar a um modelo de ???????? de idade que
poderá ser utilizado em amostras sanguíneas.
 
 Relativamente aos ?????????? ?????? e amostras de
 saliva, o estudo realizado por Eipel et al. (41) ??????
 um ??? resultado de ???????? quando utilizados
 os genes ITGA2B, ASPA e PDE4C. Por outro lado,
 os genes PDE4C e ELOVL2, quando analisados por
 Fleckhaus et al. (43), tiveram ???? valores de ??????????
 (entre 0.8 e 0.9). A ?????????? destes genes poderá
 ser possível na ??????? de um modelo de estimativa
 de idade, no entanto, mais ensaios serão necessários
 para se chegar ao conjunto de genes ideal para este
tipo de amostras.
 Quanto a amostras de sémen, foram utilizados em
 ????? os estudos os genes, TTC7B e NOX4 (8,45), onde
 se ???????? resultados muito próximos, indicando
 que estes genes poderão ser os mais apropriados
 quando se trata deste tipo de amostras. Ainda assim,
 mais ????????????? são necessárias para se conseguir
melhorar ainda mais a precisão.
 
 Tendo como amostras os dentes, o modelo
 apresentado por Giulinani et al. (44) utilizando três
 camadas dentárias foi aquele que apresentou
 melhores resultados, com um MAD de 1.20 anos,
 principalmente quando foi estudada a polpa e
 o cemento num só modelo, utilizando os genes
ELOVL2, FHL2 e PENK. Estes genes poderão ser
 os indicados para amostras dentárias visto que os
 ??????????? ?????????? ???? ???????? ????????? ??
 ?????????????? ????????? ????????????????????? ??????
 ??????????? ??????????? ??? ???????? ?????? ????
modelo.
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